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anmoninaωly蹴 (PAL)均、牛coumarate:CoA ligase ( 4CL) 17)、 PHB:glucosyltran伽 ase18)、PHB:
glucosidase問、また GPPの生合成に関与する HMG-CoAreductase20)、GPPsynthase21)、さらには
PHBと GDPのカップリングを触媒する PHB:gerany1transferase (GT)均の存在が報告されてい
る。










ムラサキ培養細胞における本酵素活性は、光問、 2，4-D、NH4+ によって抑制され、 Cu2+
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現在までにクローニングが報告されている PPT遺伝子は、大腸菌 (ubiA)均 2η、出芽酵母















設計して(Pig.2-2)、ムラサキの cDNAlibraryを鋳型に PCR法により PPTの増幅を行ったocDNA
libraryは、 M9培地に移植後、暗黒下で培養4日自のムラサキ培養細胞 M18-1株から totalRNA 
を抽出し (QIAGENRNeasy pla凶 minikit)、さらにmRNApurification kit (Amersham-pharmacia) 
によりmRNAを精製して、 MarathoncDNA Amplification Kit (CLONTECH)を用い逆転写、そ
して cDNA末端へのアダプター (AP)付加を行って作成した。
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Fig.2-2 真核生物 PPTアミノ酸アラインメントと PCRプライマー
Fig. 2-3に示すような様々なプライマーの組み合わせで nestedPCRを行ったところ、全てを
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Genome Net (DDBJ)において検索した結果 (Table1)、1クローンが真核生物のPHB:PPT、特
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I PCR prlmers identity 
APl・Rv噛3 Dna1圃like2 protein 
AP2・Rv四3 malate dehydrogenase unknown 
1st Hybrid aspen plasmid library mRNA sequence 
AP2・Rv-4 ribosomal protein LI0 
cloniruLvector oTZ19U 
(APl・Rv-l) polyprenyltransferase-6ke protein 
AP2・Rv抽2 unknown 
(APl・Rv-l) hydro巧racylglutathione hydrolase 
AP2・Rv-4 unknown ( x 2)
(APl・Rv-l) cloning vector pTZ19U ( x 2)
2nd AP2・Rv-5 unknown 
(APl・Rv四2) ribosomal protein LI0 
AP2・Rv幽4 mitochondrial processing peptidase 
(APl・Rv四2) dihydrolipoamide dehydrogenase 
AP2・Rv問5 A. thaliana putative laccase7 unknown ( x 2)
(APl・Rv由4) methionine synthase 
AP2.Rv四5
Fw叩1・Rv-l putative cullin岬like1 protein protein 
extensin開likeprotein 
brassinosteroid insensitive 1 protein7 
1st Fw四1・Rv田2 microsatellite DNA， GT四repeat7
cloning vector pTZ19U 
unknown ( x 2)
Fw-2・Rv四 1 methionine synthase ubiquitin activating~nzytl1~!:3 !_protein 
A.thaliana hypothetical protein T29F13.11 
A. thaliana putative protein protein ( x 4) 
chloroplast RNA polymerase protein ( x 2) 
(Fw四1・Rv-l) epoxide hydrolase 2nd Human p150， reverse trascripthase like protein Fw皿2・Rv幅Z
Ytc1 protein 7 
cloning vector pTZ19U ( x 2)












よび 3'RACE用ブライマーは、断片の中央あたり (Fig.2-4、 2-5)で設計したo RACEの結果、
LePPT-l， 2ともに 5'および3'末端までの配列が明らかになった。
これらの配列を参考に更に全長 cDNAを増幅するためのプライマーベアを作成した。すなわ
ち 5'末端側はアダプター配列を除き、 3'末端側は polyA配列を除いた 2紐のブライマーペアを
























Full length LePPT 士t一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一竺'JI'I
Fig. 2-4 LePPT全長クローニングの概要
LePPT蜘1、2は互いに DNAレベルで 74% (Fig. 2-5)、アミノ酸レベルで 93%の相向性を有し
ており、LePPT-lは 306アミノ酸、LePP下2は 307アミノ酸をコードしていた。これらの U1R
には相向性は無く、 5'U1RはいPPT-2の方が約 90塩基ほど長くなっていた。また hydropathyplot 
によると、本蛋白質は非常に疎水性が高く 8""'9回膜貫通型の膜蛋白質であることが示唆され
た (Fig.2-6、下線)。
アミノ酸レベルで他の真核生物の PPTと比較すると CFig.2-6)、活性部位と思われる 2箇所
の親水性領域の配列が高く保存されていた。 N 末端に近い方がブレニル基認識部位と推定され
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胞 (M-18株)19を M9培地に移植して、光照射下 (80μE/m2・s)と暗黒下でそれぞれ振とう
培養し、経時的(移植時、培養 1日目、 4日目、 8日目、 15日目)に細胞をサンプリングした。
これらの細胞からmRNAを抽出して (2-1と同様の kitを使用)ナイ自ンメンブレンにブロッ
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らtotalRNAを抽出し、 3-1と同様にLePPT-1、2をプローブに Northern解析を行った (Pig.3-2)。































































































































































M となるよう Cu2+を加えた凶培地(通常の LS培地の Cu2+濃度は 0.1μM)を用い、これに終
濃度 10μMのメチルジヤスモン酸 (MJ)、または 100μg/mlのオリゴガラクツロン酸 (OG)を
加え、培養細胞を移植した。暗黒下培養2日目にサンプリングし、










































種を用いた。 680bpのいPP下1断片をプロープに low-stringentの条件で Southernhybridization 
を行ったところ、強いバンドが 2""3、弱いバンドが 2本認められ、本クローンのホモログは相
19 








口 一哩 .- .-. 



































野生酵母株としてはW303-1A[ade2嫡1/his2-11，15/ leu2-3，112/ trp1-l/ ur必-1]を用い、下図の方
























長約1.5kbp断片が増幅し、 COQ2欠損株では Genitisin抵抗性遺伝子を含む約 2kbp断片が増幅
した (Fig.4-2)。また COQ2欠損株は炭素源の発酵経路がうまく機能せず、グリセロールを炭
素源として利用できないことが知られている 34)。すなわち、 SD最小培地 (2%グルコース)
においては生育できるものの、 SDC 3 %グリセロール)では生青できない。この形質を利用し























酵母 COQ2欠損株への遺伝子の形質転換ベクターには、 Tubingen大学の Frommer博士より分
与いただいた pDR196(pDR1953勾の MCSを改変したもの)を用いた。このベクターに組み込ま
れた遺伝子は、酵母の中で Plasmamembrane ATPase (PMA) -1 promotorにより恒常的に強く発















PMA 1 promotor: 




野生株酵母は YPAD培地、形質転換した3種類の酵母は Genetisin(200μg/ml)を加えた YPAD































































はベンゼン環を 14C標識した放射性 PHB(Sigma)を用いた。 FPPとの反応産物 farnesyl
































D: DMAPP (n=1) 
G: GPP (n=2) 
ド:FPP (n=3) 
D GFGGDGFGGDGFGG 
COQ2 LePPT・1 LePPT-2 
H十rlo.pp ロGPP n=2 聞 FPP n=3 













用いて、 insitu hybridizationを行ったo また、特異的発現部位を他の遺伝子と比較するため、
シコニン生合成に対して regulatoryでなく、かつシコニン以外の二次代謝産物の生合成にも
深く関与している LePAL、および Le4CL遺伝子の解析も同様に行うこととした。なお、





ethanol)固定液で 40Cにて 3時間、 4%FAEで常温にて一晩、 2%FAEで 40Cにて 3時間の 3
種類を設定した。 DIGラベルRNAプロー ブは、 DIGRNA Labeling Kit (Roche)を用い、標準
プロトコールに従って作成した。抗 DIG抗体にはアルカリフオスフアターゼを結合させた抗体
(Anti-Digoxigenin-AP Fab fragments、Roche)を用いた。また、発色基質として NBT(Nitro 
blue tetrazolium chloride) / BCIP (5“Bromo-4-chloro叩 3-indolyl phosphate) stock 
solu tion (Roche)を用い、室温で発色反応を進行させ、青色発色をシグナルとした。上記の試
料を用い、proteinaseK濃度を 20陪/ml、probe濃度を 0.8ng/μ、hybridization温度を 480C、
NBT/BCIP処理を5時間としてLePGT-lのantisense、およびsenseプローブを用いた insitu 
hybridizationを行った(Table.1 Exp. 1参照)。この最初の実験の結果では、 antisenseプロ
ープを用いた hybridizationにおいて、表皮、および皮膚細胞に強い青色のシグナルが確認さ
れたが、同時に senseプローブを用いた場合にもシグナルが確認された。これは senseプ口一
ブの非特異的な hybridizationによる backgroundと考えられたため、次回は hybridization
温度を上げることとした。また、 proteinaseK処理が過剰だったためか、特に試料の表皮にお








Proteinase K concentration 
RNA probe concentration 
Hybridization temperature 




Proteinase K concentration 
RNA probe concentration 
Hybridization temperature 
NBTI BCIP treatment 
1 
2% FAE at 40C 3hour 
4% FAE at 40C 3 hour 
4%FAE at RT o/n 
20μg/ml 




GN PFAat 40C 01 n 
baking at 800C 01 n 
10μg/ml 




4% FAE at 40C 3 hour 
baking at 800C 01 n 
1.0開 Iml
0.8 ngl ml 
530C 
8 hour 
次に、 LePGT-}の antisense、および senseプロープを用い、 proteinaseK濃度を1.0同Iml，








照射下で培養した hairyrootでも、ある程度の mRNAが検出されたという前述の Northem解析
の結果と矛盾しないものと考えられた。
29 
hairy root cultured in dark hairy root cultured under continuous light 
Fig.5-1 In situ hybridization of LePGT-l antisense probe 
AH hairy roots were cultured in M9 medium. 
Transversal sections are 25μm. 









Fig.5-2 In situ hybridization of LePGT-l sense probe 
AI hairy roots were cultured in M9 medium. 
Transversal sections are 25μm. 








hybridization温度を再び 480C、NBTIBCIP処理は 25.5時間としたぐTable.1 Exp. 3参照)。その結

































































































































通常の培養細胞の継代は、 Linsm瓜erand Skoog's (凶)液体培地 (10-6MIAA、10司5Mkinetin) 
30 ml (100 mlフラスコ中)にて行い、暗黒下、 90rpm、250Cでロータリーシェーカにおいて振
とう培養した。 2""'3週間に一度、新しい培地に移植した。
|大腸菌の形質転換|




冷却遠心機:himac CR 15D (mTAcm) 
室温遠心機:himac CT 15D (田TAC回)
・冷却遠心機(フアルコンチューブ用、約2，000gまで)
M叫tipurposeRe台igeratedCntrifuge LX-120 (TOMY) 
・冷却遠心機(専用遠心チューブ使用、 10，000g用)
Automatic 回ghSpeed Refrigerated Centrifuge 20PR・-52(mTAcm) 
(ロータ-RPR20-2-903) 
・超遠心機(専用遠心管使用、 100，000g用)
日t蹴 entrifuge1L-I00 (BECKMAN) 
(ローター百.AI00.3)
-ハイブリダイゼーションオーブン
Multi-Shaker Oven HB (TAITEC) 
-菌用振とう培養器 (370C及び300Cで使用)
Soft Iuαlbater SLI -600ND (EYELA) 
• PCR用サーマルサイクラー

















(ω2ndP陀CRω) A沼P2/R恥Vは♂♂:5':守T詑CY刊TG侃RT叩GDG配CR'即TA油DATD∞GT昧RT陀C(12OHAY羽ITD凶)-3♂ 1 
Marathon cDNA library solv. (X 50) 5μ1 




















6. 680C 1.5""'2 min. 
dNTPmix 7. X29 to 2 (2ndPCRではX19) 
total 8. 680C 7min. 
9. end 
この PCRにより、 1stPCRでは1.1kbp付近、 2ndPCRでは 0.9kbp付近を中心にスメアーな
バンドが増幅した (Fig.2-3/ p. 7参照)。この増轄断片をランダムにシークエンシングしたとこ
ろ、 COQ2と相同性を持つLePPT(0.6 kbp断片)が得られた。
RACE法による全配列の決定
LePPT-2の 5'RACE、およびLePPTの 3'RACEに用いたプライマー配列と PCRプログラムは
以下の通り o
(LePPT -2 5'RACE) 5'-GCCAACATTTTTGGTAGACTGC-3' 
(LePPT 3'RACE) 5'-CCCTTTGTGTTTGCTTAYCCTCTC-3' 
S'RACE program-()内は 3'RACE
Marathon cDNA library solv. ( X 50) 5μl 






RACE用プライマー 10 pmol 3. 570C (60oC) 30 sec. 
Advan Taq (CLONTECH) 1μl 4. 680C 40 sec. (1 min.) 
Advan Taq buffer X10 5. X29 to 2 
dNTPmix 10nmol 6. 680C 5min. 









(LePPT-1 Rv) 5'-GATGGAAATGGTGACACACACC♂ 
(LePPT -2 Fw) 5'-TCATCACATCTCTCAGTTTTCTCTGC-3' 
(LePPT-2 Rv) 5'-CGGAAGTATTTACTACCAAACAATGGC-3' 
Marathon cDNA library solv. (X 100) 5μ1 1. 940C 
Fwブライマー 50pmol 2. 940C 
Rvブライマー 50 pmol 3. 460C 
P釦polymerase(Promega) 2""'3 unit 4. 720C 
Pfu buffer X10 5. 
dNTI mix 10 nmol 6. 720C 













Denaturate 801n~: 0.5 M NaOH、1.5M NaCl 







・この上に間に空気が入らないようにナイロンメンブレン(AmershamHybond N+)を約 1min 
間のせた(この聞に注射針で、メンブレンと plateの位置関係の印をつけておく)。
-菌のついた面を上にして Denaturatesoln.に2min湿潤させた。
-さらに Neutralizesoln. ~こ 2min 湿潤させた。




Hybridize solv. : 1 MNaCl、10%Dextran Sulfate、20mMTris引Cl(pH7.5)、 1%SDS、
50% Formamide、5X Denhardt's solution 
100 X Denhardt's solution: Fi∞1140010 g、PVP(polyvinylpyrrolodon) 10 g、
BSA (fraction V) 10 g!500凶 H20
変性サケ精子DNA
TE (10 mM Tris-HCl (pH8.0)， 1 mM EDTA) 
(方法)
1) DNAのラベリング (RandomPrimed DNALabeling Kit (Behringer Mannheim)) 
・プローブにする DNA断片約50ng (9μ1 H20)を熱変性させた。
• DNAにdeoxyATP/GTP !fTP mixture 3μl、10X reaction mixture 2μl、klenow
enzyme (exo-) (NEB) 1μI、α_[32P]_deoxyCTP 5μ1 (1万 MBq)を加え、 370Cで40min
incubateした。





















| ムラサキ培養細胞のサンプリング | 
本章の発現解析のサンプリングにあたっては、 100mlフラスコ中の LSまたは M9培地30ml 




















HPLC system : Sl丑MAZULC・10AD
カラム:LiChrospher 100 RP-18 250 mmX4 mm (Merck) 




保持時間:(DHEF) 5.3--v5.5 min. (EFB) 7.8--v8.1 min. (acetyl shikonin) 6.8--v7.0 min. 
計算方法
エキノフラン類の定量は、 HPLCにおけるピーク面積(area)を用いて以下の式で算出した。
(DHEF蓄積量)= area X 4.962 X 10旬1.5/(256 X生鮮重g)(μmol!g) 










・上清 2.5mlを40Cで、 0.1MTrかHClbuffer (pH7.5)で飽和した PD-10カラムに通し、脱
塩した。以下全てこれと同じTris-HObu笠erを用いた。
• Tris-HCl buffer 3.5 m1で溶出した溶出液に1/100vol.の 1MDTTを加えた0
・40C、100，000gで40min超遠心分離にかけ、膜画分を沈殿させた。




・一反応あたり 85μlの粗酵素液を用い、 10mMMgC12、1mMPHB、2mM GPP (total 100 
42 
μ1)として、エツペンドルフチューブ内において 300Cで 1hr incubateした0
・反応停止時に蟻酸5μ1を加えた。







HPLC system : SIlMAZULC-10AD 
カラム:LiChrospher 100 RP-18 250 mm X 4 mm (Merck) 




保持時間:6.1 "-'6.3 min. 
計算方法
内部標準である te抵抗eronpropionate (TP)での換算を行い、 HPLCにおける反応産物 GBAの
ピーク面積 (area)から以下の式により、酵素活性を算出した。




2OX MOPS: 0.4MMOPS、0.1M酢酸ナトリウム、 20mM EDTA (KOHでpH7.0に調整)
RNA泳動パップアー:ホルムアルヂヒド 1.6ml、ホルムアミド 5.0ml、20XMOPS0.5 ml、
グリセリン色素液1.6ml mix 
グリセリン色素液:グリセリン 5ml， BPB 1 mg、XC1mg.、0.5M EDTA(pH8.0) 20μ1、




・抽出した RNA10μg相当にRNA泳動バッファーを適当量 (5"-'10μ1)加え、 650Cで
10min放置した後、氷上で 5min冷却した。



























ルをロードした後、 30Vで 15.5hr、さらに 40Vで2hr泳動し、トランスイルミネータ
ーで DNAの泳動パターンを確認した。









i 大腸菌および酵母発現用LePPrプラスミドの作成 | 







(LePPT-1 Fw-EcoR 1) 5'-CGCGAAT1'CAGAAATGGTTTCCAGCAAACAAAC-31 
(LePPT-1 Rv劫 oI) 5'-GCGCTCGAGTGACACACACCATCATACCATAACATAC-3' 
(LePPT-2 Fw-EcoR 1) 5'-CGCG.AATTCTAGAATGAGTTCCAAACAAACACAGC♂ 
(いPPT♂Rv劫 01) 5'-GCGCTCGAGTACTACCAAACAATGGCTTGATAATCC-3' 
program 
2-2で増幅した全長LePP下1(-2) 0.5μg 1. 940C 1 min. 
LePPT-1 (-2) Fw-EcoRIプライマー 100 pmol 2. 940C 30 sec. 
LePP下1(♂) Rv-:励。1プライマー 100pmol 3. 460C 30 sec. 
Pfu polymerase (Promega) 6 unit 4. 720C 2min. 
Pfu bu:fer X10 5. X29 to 2 
dNTP ID1x 2u盟lil 6. 720C 10 min. 
total 100μl 7. end 
こうして増幅した断片を、 EcoRI/Xho1で処理し、同じく EcoRIIXho1で処理した p-Bluescript 
(大腸菌発現用)及びpDR196(酵母発現用)にうイゲーションした。








WAD培地 (lL): Yeast凶 ract(DIFCO) 1旬、 polypep知郎 (DIFCO)2旬、 glu∞se2旬、
Adenin sulfate 40 mg 
SD培地 (1L1: Yeast nitrogen base w/o amino acid (DIFCO) 6.7 g、carbonsour∞、 req"凶red




- pUG6をチンプレートとして PCRによって増幅した。使用したブライマー配列及び PCR条
件は次の通り o (下線部 ;COQ2遺伝子配列)





pUG6 60ng 1. 940C 2min. 
COQ2-disrFwプライマー 100pmol 2. 940C 15 sec. 
COQ2-disrR vプライマー 100pmol 3. 530C 30 sec. 
PLA:百NUMPfx polymerase(GIBCO) 2.5 unit 4. 680C 2min. 
PLATlNUM buffer x 10 5. X29 to 2 
50mM乱19S04 2μl 6. 68
0C 10 min. 
dNTP tnl五 30nmoI 7. end 
total 100μl 
その結果、約 1.5kbp (Genetisin耐性遺伝子サイズ)の断片がシングルバンドとして増幅でき
た。この 1β 量を用いて、後述する方法に従って酵母株 W303-1A[ade2鋤1/his2-11，15/ leu2-3，112/ 
trp1-1! ura3-1]にトランスフォーメーションを行った。この酵母を G418(200μg/ml)を加え
た YPAD培地に拡線し、約 2日間、 300Cで incubateして Genetisin耐性株を選抜した。しかし酵
母が培地一面に生えたため、これを元に新しい YPAD培地 (+G418)にレプリカを取り、 300C
でincubateしたところ、 2日後に約20個のコロニーが生育した。このうち 16コロニーを選び、
SD (2% glucose)培地で生育し、 SD(3% glycerol)培地では育たないものを選抜したところ、








・1% SDS/ 100 mM NaCl/ 10 mM Tris丑Cl(pH8.0) / 1 mM Na2EDTA溶液を 0.2凶加えた0
• Phenol: chloroform: isoamyl alcohol (25: 24: 1)溶液を 0.2凶加えた。
・硝酸で洗浄したガラスビーズ (φ0.5mm)を0.3g加えた。









(COQ2 full-Fw) 5 '-ATCAATCTTCGAGAAAAGGCTAAACGAGCC-3 ， 
(COQ2 full-Rv) 5'-GCGTTGTGAAGAATGACGCCAGGATC-3 
program 
ゲノム DNA 0.5μg 1. 940C 1 min. 
COQ2 ful1-Fwブライマー 50pmol 2. 940C 30 sec. 
COQ2 full-Rvプライマー 50 pmol 3. 520C 30 sec. 
Ampli Taq (Roche) 5 unit 4. 720C 1.5 min. 
Taqbu査は X10 5. X29 to 2 
dNTP filx 1.Q型高01 6. 720C 5min. 
tota 150μl 7. end 




IXTE札iAc: 10 X TE buffer (pH7.5) 1凶、 10XLiAc(pH7.5) 1 ml、H208凶
1o X TE buffer CpH7.51 : Tris2.42 g、EDTA・3Na0.824 g fi1 upω200 ml (pH7.5 wi也HCI)
1o X LiAc CpH7.5) :酢酸リチウムニ水和物 2.04g fil up to 50 ml (pH7.5 with acetic acid) 
47 
PEGlLiAc : 10 X TE buffer (pH7.5) 1 m1、 10XLiAc(pH7.5) 1凶、 50%PEG4000 8凶
(方法)





・同条件で再遠心し、菌体を 0.25m1の 1XTElLiAcに懸濁するo これをコンピタントセル
とした。




• 420Cで 15min熱ショックを与え、 30min室温に放置した。
• 10，000 gで15sec遠心し、集菌して 0.8m1の H20で洗浄した0
・再遠心して、菌体を 0.4m1の YPAD培地に懸濁した。
• 300Cで3hr、シエーカーで、培養した。
• YPAD (+G418)、SD(-Ura)などの選択培地に拡線し、約2日、 300Cで培養した。
酵母からのプラスミド抽出
(試薬)




・ 1.5 m1をエツペンドルフチューブに移し、 10，000gで5sec遠心した0
.菌体を 0.2m1の酵母溶解液に懸濁した。
• Phenol: chloroform: isoamyl alcohol (25: 24: 1)溶液を 0.2m1加えた0
・硝酸で洗浄したガラスビーズ (φ0.5mm)を0.3g加えた。







100 mM Tris-HCl (vH7.5) 
100 mM Tris-S04 (pH9.41 : (pH9.4 with H2S04) 
1MK九Pibu首位 (pH7.41 : 1 M KJ:IP04200 ml、1 MKH2P04 50ml 
Solbitol/K九Pibuffe1 : 1.2 M Solbitol、20mM K+ -Pi buffer 
Breakingbu妊cr: 0.6 M Solbitol、20mM Tris-HCl (pH7心
(方法)
• YPAD培地200ml (300 ml t1ask)で300Cで酵母を培養し、 OD6oo=1.5-2.0にした*10
・培地を 50mlフアルコンチューブ4本に分注し、 40C、2，400gで5min遠心し、集菌し
た*20
-菌体0.5gあたり Tris-S045ml、1MDTT 1/100 volを加え、 30
0Cで 30min、90rpmで
振とうした。
• 2，400 g、40Cで5min遠心し、 5mlの SolbitollK九日bu能 rに懸濁した0
.上操作を 2度繰り返した。
• Zymolyase 20-T (生化学工業)0.5 mgを加え、 300C、90rpmで、 OD6∞が 1/20程度に減
少するまで(約 1hr)振とうした(細胞壁の消イ!:J)*30 
• 2，400 g、40Cで5min遠心し、 5mlの Solbitol/K+-Pi bufferに懸濁した0
.上操作を 2度繰り返した。
• 2，400 g、40Cで5min遠心した後、菌体に Breakingbu旺er5ml、1MPMSF 







・ミトコンドリア及び膜画分を 100mMTris司HCl(pH7.5) (+1 M DTT 11100 vo1)で 1度洗
浄し、同条件で、再遠心して塩類を除去した。
・各画分を適当量 (200-450μ1)の Tris-HCl(+1 M DTT 1/100 vol)に懸濁し、これを

























geranylpyrophasphate (GPP-C10) 、 farnesylpyrophosphate (目下C15/ Sigma ) 、
geranylgeranylpyrophosphate (GGPP-C20/ Sigma)の四種を用い、それぞれに対する酵素活性を
比較した。
反応生成物の同定及び定量は RIにより BAS2000で行うため、もう一つの基質である PHBは
14Cラベルされたもの傘を用いた。
*p・.Hydroxy[ringべJ-14C]benzoicacid (33 mCi/mmoI) CSigma) 
-一反応あたり、 10mMMgC12、400μMGPP (or DMAPP/ FPP/ GGPp)、24μM14C-PHB
(80 nCi、3kBq)とし、粗酵素液85μlを加えて tota1100μlでエツペンドルフチュー


























ーパーフロスト APS コー ト付、 MATSUNAMI)に滴下した蒸留水の上に乗せ、パラフィン伸展
器(HOTPLATE SP-45D、HlRASAWA)上で 4rcにて一晩乾燥した。
PIGラベル悶Aプローブの作成 (invitro蜘 scription)1
テンプレートとしては、目的の DNAがサブクローニングされている pB1uescriptを insertの
一端の適当な制限酵素で digestして直鎖状にした後、フェノール・クロロホルム処理、および
EtOH沈殿を行ったものを用いた(Sac など、切断後に 3'末端突出となる制限酵素は不適)。用
いたtemp1ateDNA はFig.11に示した。 DIGラベルした RNAプロープは、 DIGRNA Labe1ing Kit 
侭oche)を用い、標準プロトコールに従って作成した。また、操作はすべて陪'Ilase合eeで行った。
プロトコールは以下の通り o
purified template DNA 1 μg in sHzO 13μl 
-add (on ice) NTP labeling mix 2同
10 X conc transcription bu宜er2μI
RN ase inhibitor (40 U /μ1): 1μl 
T7 or T3 RNA po1ymerase: 2μ1 (制限酵素処理によりどちらか決定)
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制incubateat 370C 2hr 
-add DNase (RN ase企ee)2μl 
-incubate at 3 70C. 15 m出
-add 0.2 M EDTA 2μ1 (反応停止)
-store at剛200C
反応停止後、 sizemarkerとともに電気泳動して反応産物の確認を行った。 RNA濃度は Gene
Quant (pharmacia Biotech)で260nmの吸光度を測定することで決定した。
旨削ocolfor in situ hybridizationl 
E滋ilim
・cutthe tissue with razor-blade σeather) as small as 1 cm on a clean filter paper 
(remove grease using 100% EtOH from the blade before use， and cut as quickly as 
possible to avoid drying and injuring血etissue) 
-transu町 intoa new 50 ml Falcon tube containing 20-25 ml fresh fixative at 40C 
(on ice) 
-apply vacuum for a few minutes (small bubbles should be removed企omthe tissue， 
but avoid boiling) 
-incubate at 40C(RT) o/n or 3hr 
Wax embeddine 
・removethe fixative with Pasteur pipet (to avoid drying the tissue， remain some 
solutions) 
・50%EtOH 20-25 ml on ice， 20 min x 2 
嶋70%EtOH 20・25ml on ice， 20-30 min 
噸80%EtOH 20-25 ml， 20-30 min 
・90%EtOH 20-25 ml， 20・30min
剛1000/0EtOH 20・25ml， 20-30 min 
・1% Eosine-Yellowish in 100%日OH
-100% EtOH 20・25ml， 20-30 min 
占tOH/ tBuOH (3:1) 20-25 ml， 30 min 
占tOH/ tBuOH (1: 1) 20-25 ml， 30 min 
占tOH/ tBuOH (1:3) 20-25 ml， 30 min 
-tBuOH20・25ml at 320C， 30 min 
-Paraplast plus (OXFORD) saturated with tBuOH 20-25 ml at 320C， 4 hr・o/n
酬Paraplastplus saturated with tBuOH 20-25 ml at 450C， o/n 
鰍Paraplastplus at 60oC， o/n * 
Paranlast sections 
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制cutthe tissue embedded in paraplast to柱apezoidshaped blocks and mount them on 
也eobject holder of the microtome侭M2155、Leica)
-cut 10-25μm thick sections 
-transfer ribbons onto a drop ofwater on the slide glass 
・leaveslides o/n at 420C on也eheating pl蹴但OTPLATE SP-45D、HlRASAWA)
剛storethe sections in a dust仕'ebox at R T up to several months 
Dewax lRN ase free) 
-incubate the sides at 800C o/n 
・勾rlene，20 min x 2 
・勾rlene/ EtOH (1: 1)， 20 min 
蜘100%EtOH， 20 min x 2 (ノノ)
-95% EtOH， 0.85% NaCl in HzO， 5 min 
醐85%EtOH， 0.85% NaCl in HzO， 5 min (ノノ)
圃70%EtOH， 0.85% NaCl in HzO， 5 min (ノノ)
・50%EtOH， 0.85% NaCl in HzO， 5 min (ノノ)
-30% EtOH， 0.85% NaCl in HzO， 5 min (ノノ)
・0.85%NaCl in HzO， 5 min (ノノ)
心.2M HCl" 10 min (//) 
-HzO， 10 sec x 2 (box 2) 
-proteinase K (fma1 concen甘ation1-30 flg/ml) in 2 x SSC， 0.1 % SDS at 3rc， 5 min (box 3) 
岨0.75%glycine in 2 x SSC， 5 min (box 4) 
-4% formaldehyde in 2 x SSC， 5 min (box 5) 
-50% formamide in 2 x SSC， 5 min (box 6) 
醐0.85%NaCl in HzO， 10 sec-l min (box η 
働 AczO1 ml in 0.1 M Et3N (adjusted with conc HCl to pH 8.0)， 5 min (box 8) 
-add AczO more 1 ml， 5 min 
幽0.85%NaCl in HzO， 10 sec--l min (box η 
・70%EtOH， 5 min (box 8) 
欄95%EtOH， 5 min (1/) 
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